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WE: 为 探讨 电 刺 激 Agrotis segetum. MIR bh AME i STA HEY MGC 中 神经 元 的 识别 手段 .采用 细胞 内 电 
生理 记录 方法 ， 共 记录 34 个 对 性 信息 素 有 反应 的 MGC 神经 元 、 并 测试 了 其 中 12 个 神经 元 对 性 信息 素 刺激 的 反 
应 、22 个 神经 元 对 性 信息 素 刺激 和 电 刺 激 的 反应 。 结 果 表 明 、MGC 神经 元 对 性 信息 素 及 电 刺激 的 反应 模式 基 
本 - 致 .为 一 种 到 相反 应 模式 。 两 种 刺激 方式 均 能 诱导 出 兴 吝 反应 ， 电 刺激 得 到 的 兴奋 反应 所 由 性 信息 素 刺 激 
引起 的 要 短 ;， MGC 神经 元 对 两 种 刺激 的 超 极 化 反应 {抑制 反应 ) 幅度 影响 没有 显著 性 差别 ,在 电 刺 激 实 验 的 
22 个 神经 元 上 超 极 化 反应 幅度 和 抑制 时 间 都 与 神经 元 本 身 放 电 频 率 有 一 定 的 相关 性 。 超 极 化 反应 是 在 LN 参 
与 下 一 定 的 神经 回路 对 刺激 所 产生 的 反应 而 形成 的 ， 这 提示 两 种 刺激 所 作用 的 神经 回路 应 是 一 致 的 ， 担 从 整个 
实验 过 程 记录 到 的 神经 元 情况 来 看 、 还 须 进 一 步 结 合 形 访 学 实验 来 验证 电 刺 激 触 角 神 经 作为 MGC Mee EH 


别 手段 。 
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中 图 分 类 号 ; Q969.436.4, Q42. Q434 


Agrotis segetum HE fih fi Af (antennal lobe, AL) 

的 巨 球 复 台 体 ( macroglomerular complex, MGC), ¥ 
一 性 接受 来 自 性 信息 素 敏 感 感受 器 神经 元 (olfactory 
receptor neurons , ORN Mff] f£ A( Hansson et al . , 1992, 
1994; Hildebrand & Shepherd, 1997), TE ORN 部 位 ， 
局 部 中 间 神 经 元 (local interneurons, LN ) 和 投射 神经 
元 (projertion neurons, PN ) 48 E. Z7 fal JE bk X b jE HE 
(Hansson, 1995; Hansson & Anton,2000). 在 Mand- 
uea sexta 中 ,MGC 的 PN 寺 性 信息 素 刺激 呈现 一 种 
三 相反 应 模式 , 即 PN 对 性 信息 素 刺 激 的 反应 先 有 
一 个 抑制 性 突 触 后 电位 (inhibitory postsynaptic po- 

tential, IPSP) ,跟着 一 个 兴奋 反应 ,随后 是 第 二 个 抑 
制 反应 。 在 触角 神经 上 给 予 电 刺 激 来 观察 PN 的 反 
应 ,得 到 与 性 信息 素 刺 激 相同 的 三 相反 应 (Chris- 
tensen & Hildebrand, 1997 ; Christensen et al . ,1998 ) 。 
结 台 形态 学 研究 证 实 , 可 根据 MGC 中 神经 元 对 电 刺 
激 触 角 神经 的 反应 模式 来 识别 PN (Christensen et 
al .1993), Agrotis segetum WER MGC 的 PN 对 性 信 
息 素 刺激 呈 一 种 双 相 反应 模式 , 即 性 信息 素 刺 激 先 
引起 一 个 兴奋 反应 ,随后 跟着 一 个 抑制 反应 (Lei & 


收 稿 日 期 ，2000 - 10 -17; MRAM. 2001 02-22 
E-mail: lsxh @zsu. edu. en 


文献 标识 码 : A 


文章 编号 : 0254 5853(2001)03 - 0181 — 06 


Hansson, 1999) ,这 与 M . sexta 中 得 到 的 结果 不 同 . 
本 实验 的 目的 旨 在 观察 Agrotis segetum. HER MCC 
的 PN 对 电 刺 激 的 反应 模式 ,并 研究 电 刺 激 触 钊 神 
经 是否 可 以 作为 识别 MGC 中 PN 的 手段. 
1 材料 和 方法 
1.1 动 物 

实验 动物 A. Segetum. 由 LUND 大 学 生态 系 实 
EZRA. ME 1 ~ 3 KR RR, Po BAL 
WERTE, MEARE, AE RUA SA, BE 
脑 组 织 ; A PA REF) 00 ee (3E Rp 2 SH BT E Sh 
He, EP fA BRR PH BE: 用 生理 溶液 灌流 暴露 的 
B (Christensen & Hildebrand, 1987). 生理 溶液 成 分 
包含 : 149.9 mmol/L NaCl, 3.0 mmol/I. KCl, 3.0 
mmol/L CaCl;, 10.0 mmol/L N-tris (hydroxymethyl ) 
methyl-2-aminvethanesulfonic acid (TES) ,25 .0 mmol/ 
L #208 i pH6.9。 
1.2 气味 刺激 和 电 生 理 记录 

银 丝 电极 置 于 触 衣 神经 下 ， 根 据 需 要 给 予 和 触角 
神经 单 次 或 连续 5 个 电 脉 冲刺 激 ， 脉 冲 持续 期 为 


182 动 mH 


0000 http://Wwww.cqvip.com 


it E në 








0.1 ms. SR RE 10 ~ 40Y。 为 将 机 械 刺 激 的 影响 减 到 
最 小 程度 ， 以 碳 粉 过 滤 的 、0.$ més 速度 的 空气 流 
哆 向 触 第 ， 空 气流 流 过 一 个 攻 饮 水 瓶 以 保持 空气 温 
润 ， 最 后 流 过 内 径 8 mm 的 玻璃 管 至 触角 ， 玻 璃 管 
CLER RE ER 25 10 mm, 

性 信息 素 的 4 种 单一 成 分 (图 1), 以 及 由 这 4 
种 成 分 按 1:0.1:5:2.5 的 比 人 重组 成 混合 激素 
t Blend) Wu et ul., 1995, 1996) S978 RT BA Ke 
中 :每 种 激素 按 10 ng 吸取 溶液 约 10 pel RR TEE 
浓度 为 1 ng/pL), BE TE 5 mm x 15 mm 滤纸 上 ,将 滤 
纸 放 入 Pasteur JE 88 AP; IE Pasteur 玻璃 管 插入 空 
气流 玻璃 管 中 ,滤纸 距 触 角 约 150 mm Pasteur 玻璃 
管 由 嗅 刺 激 器 (SYNTECH, Hilversum, The Nether- 
lands fi [2 5 mL/s 给 出 单个 或 系列 售 激 素 的 气 
流 进 入 空气 流 玻璃 管 中 。 未 含 激素 的 重 蒸 己 烷 
(Hexane) 作 空白 对 照 。 

pa INS Ag, 
Wed ANNIS NN ea 
per? 仆人 一 个 个 个 人 0 BAO 
mes AN 人 人 个 一 人 人 人。 
BA POP ST OP ee, 
图 1 受 试 的 4 个 性 信息 素 〈phert0 pher?, pher9 和 


pher5) 的 化 学 结构 图 
Fig-1 Chemical structure of the four slimuli ( pherlü, 


Zs5-MYOAC 


Z1-13:0A€ 


25-1 20AL 


Z5-Mt OH 


pher7, pher9 and pher5) used in thia investiga- 
phen): LŽ po item acelale; pher?: | Z )-7-dedeceuyl acelale; 
pherd: |Z 1-9-fetradeceny] acetates pherS; ( Z 1-5-dodevenyl. acetate; 
BA: -AAMT a behavioral antagonist), 
当 玻 璃 微 电 极 接触 到 神经 元 后 ,该 神经 元 的 特 
性 用 500 ms 激素 单 刺 激 来 验证 ,符合 要 求 的 神经 元 
继续 进行 实验 ， 玻 璃 凰 电极 用 Sutter P - 87 微 电 极 
拉 制 器 拉 制 ， 神 经 元 电 活动 经 示波器 (Could) 观 察 
并 用 录 相 机 记录 在 录 相 带 上 以 便于 进一步 分 析 。 
1.3 数据 处 理 
实验 所 采集 的 数据 经 AUTOSPIKE(SYNTECH ) 
系统 进行 处 理 、 神 经 元 对 性 信息 素 的 反应 可 计 为 刺 
激 后 一 定时 间 内 的 放电 数 ,同时 计算 刺激 前 后 神经 
元 的 放电 频率 (neuron frequency, NF). MGC 中 PN 
卦 性 信息 素 的 反应 主要 表现 为 ,每 个 刺激 引起 一 个 
放电 爆发 过 程 { 兴 奋 反 应 } 即 去 极 化 相 , 随 后 跟着 一 
个 抑制 这 程 即 超 瓜 化 相 。 对 具 该 反应 模式 的 神经 
元 ,测量 其 去 极 化 相 -- 定 时 间 内 的 放电 次 数 (spike 


number, SN) , 超 极 化 相 内 的 超 极 化 电位 幅度 (hyper- 
polarization potential, HP), 12 & dé Fa 4 ii] Ef [8] ( inhi- 
bition duration, ID). hz FA SPSSJO 和 MICROSOFT 
EXCEL 软件 作 了 检验 和 相关 分 析 ， 


2 结 果 


本 实验 共 记录 到 34 PMH ERA RY 
经 元 ,， 在 实验 过 程 中 ， 通 过 先 用 性 信息 素 刺 激 (4 
种 单一 成 分 及 1 种 湿 台 成 分 )， 选 宅 对 性 信息 素 有 
反应 的 神经 元 测试 电 刺 激 ， 在 22 个 坤 经 泡 上 测试 
了 电 刺 激 ， 其 中 多 数 神 经 元 测定 了 单 个 胀 冲 刺激 ， 
少数 测定 了 连续 S 个 脉冲 刺激 : 男 12 个 神经 元 上 
只 测试 了 性 信息 素 刺 激 .。 
2.1 AL 中 覃 经 元 对 电 刺激 反应 的 模式 

电 和 刺激 引起 MGC 中 神经 元 的 反应 模式 与 性 信 
息 素 刺激 引起 的 反应 模式 非常 近似 。MeC 中 多 数 
神经 元 对 性 信息 素 受 电 刺 激 的 反应 是 :近似 的 双 相 
反应 模式 (图 2》， 首 先 诱 导出 -- 个 放电 数 增加 相 
{ 即 去 极 化 相 )， 随 后 跟 羡 -~ 个 放电 抑制 相 { 即 超 极 
化 相 )， 只 是 电 刺 激 诱 发 反应 的 去 极 化 相 和 超 极 化 
相 都 比 由 性 信息 素 刺 激 引 起 的 要 短 ， 特 别 去 极 化 相 
要 短 得 多 。 另 外 也 观察 到 部 分 神经 元 华电 刺激 时 只 
引起 神经 元 的 去 极 化 反应 ， 性 信息 素 也 只 能 引起 这 
些 神经 元 的 兴奋 尽 应 ， 而 根本 就 没有 超 极 化 反应 
(图 3)， 这 些 神 经 元 可 能 是 ORN ， 禁 所 有 测试 的 神 
经 元 中 ， 电 刺激 所 引起 的 去 极 化 相约 有 2 ~ 10 个 放 
电 峰 ， 持 续 时 间 约 10 ~ 80 ms， 结 果 见 表 !1 如 图 2 
所 示 的 神经 元 ， 连 续 电 刺激 所 引起 的 种 率 反 应 与 出 
性 信息 素 所 引起 的 频率 反应 也 非常 近似 。 队 整个 实 
验 来 看 、 电 刺激 触角 神色 更 容易 引起 MCC 神经 元 
的 双 相 反应 ，-: 些 神经 元 对 性 信息 素 反应 时 并 没有 
呈现 明显 的 强 相 模式 ， 没 有 明显 的 超 极 化 相 存 在 ， 
但 应 用 电 刺 激 时 ， 能 引起 明显 的 驭 相反 应 - 
2.2 AL 中 覃 经 元 对 电 刺 激 触 角 神 经 反应 的 生理 

特性 

电 刺 激 与 性 信息 素 刺 激 的 神经 区 的 故 电 频率 -. 
致 i 表 1)， AT MRS BMRA AM aR Ww Sh 
激 本 身 有 关 ， 如 神经 元 对 性 信息 素 的 兴 合 反应 { 放 
电 数 目 / 放 电 持续 时 间 增 加 或 减少 } 与 性 信息 素 刺 
微 的 时 间 有 关 ， 相 较 而 言 电 刺 激 是 一 个 很 得 的 过 
程 ， 因 此 比较 两 者 之 间 兴 奋 相 内 放电 数 增 加 与 持续 
时 间 没 有 意义 ， 在 此 只 注意 两 种 刺激 方式 均 能 诱导 
出 兴奋 反应 这 种 现象 - 超 极 化 反应 (抑制 反应 ) 是 
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图 2. A. segetum HEM AL HH PES IL a RUA PE f E. ECRIRE Ie Y 
Fig.2 Responses of one antennal lobe neuron to electrical (single and pulsed] and pheromone stimulation 
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elevtrual shock (right side) were used as stinuli der neuron. SETS ‘horizontal bar) = 500 ns, Ss tverncal bar! = l0 mV. 
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图 3 AL 中 神经 元 对 性 信息 家 长 电 刺激 的 反应 
Fig.3 Responses of one antennal lobe neuron t» electrical and pheromone stimulation 
v4 HR 8 70 aT HE fé e KR — IN APZS — 10: OAc A Za - 14:0Ac 有 明显 反应 ,但 井 无 频率 反应 能 力 ” 单 次 电 刺 激 可 诱导 出 共 奋 反应 ， 
全 无 抑制 相 存 在 《mas neuron. responded to sex hbrranne Z5 — 10:09Ar and Z4 - 13: 0c, elecincal «tinulatuin. minuced pherumune re- 
sponse wilb obvious eacilation bul without byperpolarization pbase. ffr !honrzontal bar! = S00 ms. $PR Lverheal bar. = 25 my 
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表 1 AL 中 神经 元 对 电 刺 激 及 性 信息 素 刺激 反应 特征 的 比较 
Table 1 Compared with the response characteristics of neurons to pheromone and electrical stimulation in AL 

















NE /Hz SN n BD/ms HP my 
d fi) (rlecteteal «trmulation ! Xz3D M4412 5122) 441 67016) «264 18.6116) -9 743.65122) 
0.1 ms, 10 40 V 均值 的 95 % t (5 E fid 23-33 3-5 15.6 - 35.4 -H1--83 | 
Ti fA E. E fl] At pheromone stimula- À xD 27 x 12.4012) 26 2 7.0012 本 统计 nu -|101 4=3 42412) 


tror?” 100 ms. 10 ng Xj fli BY 95 cm S (a DX lal 19-34 21-8 valculated ! -13.6-9.3 
NE. PPAR EREE (neuron Irequency]; SN; 去 极 化 相 由 放出 数 (spike number); BD， 去 慨 化 相 放 电 持续 时 间 (burt duration ! ; 
Hl. HRE Chypespolanzatton potential) 括号 肉 数值 为 参 与 计算 的 神经 元 数 【figures in brackets were the neuron mimber for 
taleulatmg 
在 LN 参与 的 一 定 的 神经 回路 对 刺激 所 产生 的 反应 ”反映 出 MGC 中 神经 元 的 : 些 电 生 理 特性 电 刺 激 
形成 的 ， 表 1 表明 ，MGC 神经 元 对 两 种 刺激 的 超 极 神经 元 所 产生 的 超 极 化 相 的 HP 和 ID 会 随 着 给 神经 
化 反应 幅度 没有 显著 性 差别 ,提示 两 种 刺激 所 作用 ”元 注入 超 极 化 电流 而 变 大 和 变 长 《图 4)， 而 给 去 极 
的 神经 回路 应 是 一 致 的 ， 也 表明 电 刺 激 确实 可 以 作 ”化 电流 则 相反 . 在 22 个 神经 元 上 的 27 次 测试 结果 
为 -- 个 神经 元 的 识别 手段 ， XH. HP 与 神经 元 频率 有 一 定 的 相关 性 {R= 
ES PSS oor a arce HE RR ZR) FT. HTT 0.667, P « 0.0001) , EID WA MB £t oc RE Sh tH 
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图 4 AL PSE Tr EAM PN EE AH oR EL a GE fE E CES] or E RU CER E 
Fig.4 Effect of depolanzing current ( + ) and hyperpolarang current ( — ) on the response of a AL 
neuron to electrical stimulation 
在 每 一 放电 记录 上 方 的 数值 为 注 人 电流 强度 (nA). [values above every spike revord represent amouats of injected eurent iná]. fit 
1hnmznatal har) = 500 ms. APR (vertical bar]. 225 mV , 


X (R= -0.709, P «0.000, HUES. 的 实验 表明 ,这 2 类 神经 元 可 以 赁 神经 元 村 电 刺 激 
3 讨论 的 反应 特征 不 同 来 区 别 。PN xy ml x TE X 
刺激 均 会 产生 一 个 三 相反 应 模式 :首先 出 现 - :个 TP- 


LN fü PN 是 在 雄 蛾 AL BJ MGC 中 与 性 信息 素 ”SP, 随 后 跟着 一 个 去 极 化 相 , 最 后 是 第 二 个 抽 制 相 。 
的 处 理 有 关 的 2 类 主要 神经 元 ,在 M sexta ETE 由 十 LN 对 电 刺 激 反 应 不 产生 第 一 个 IPSP, 因 此 普 
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P28 Lt E enron frequency Hz 


#2 cL Hist (neuron trequeucy i Hz 


Bd s 神经 元 对 电 刺 激 反 应 的 超 极 化 幅度 (A 8 BO EET IR] CB) 5j Bi £s oM ERU BE PT ( = 271 


Fik.5 Correlation between [he neuron frequency and the hyperpolarization potential (A) and between the neuron frequency 


and the inhibition duration (B)tz =27) 


先 出 现 的 IPSP 或 为 识别 PN 的 标志 OF PR 
fh ft Mb £e gcn] fo US] MGC 中 神经 元 类 别 的 一 个 
重要 手段 (Christensen ef al., 1998) .. 在 A. segetum 
蛾 证 ,MGU rh ize e A rec] Ch FSS Fe E E T 
性 信息 素 的 反应 了 岂非 常 近似 - 实验 结果 显示 ,少数 
被 记 疫 的 ORN 对 性 信息 素 的 反应 只 有 兴奋 相 , 同 种 
经 元 对 电 刺 激 也 只 有 兴奋 相 ( 图 3),，MGP 中 对 信 
息 素 制 激 呈 现 双 相反 应 模式 的 神经 元 可 能 是 PN , 然 
而 对 电 刺 激 星 现 双 相反 应 模式 的 神经 元 居 否 就 基 
PN 则 不 能 确定 ,， 因 为 从 整个 实验 记录 到 的 神经 元 
ice 固然 那些 对 信息 素 刺 激 星 现 双 相反 应 的 

经 苞 村 电 刺 激 触 角 神 经 可 产生 肥 村 反应 ,但 那些 
对 mm 显 双 相反 应 的 神经 元 对 电 刺 激 也 
oe fe AERA hi ， 

TE aR P (f Mee H, ORN 5 LN 和 PN ze [B] FA 
HERRA, MTH IRS ORN 传递 给 PN， 六 由 
PN 向 更 高 一 级 中 枢 传 递 ， 在 M . sexta 的 MGC P, 
几乎 所 有 神经 元 都 是 先 由 ORN 与 LN 形成 突 触 , 
再 与 PND RRR ARS 有 刺激 时 ， 首 先 必然 是 
H ORN 传递 到 LN 来 作用 PN， 从 而 产生 第 一 个 IP- 
SP, 

化 A. segetum W T Ate fa BRR AEA MGE 神 
经 元 中 . 有 的 神经 元 对 其 些 成 分 刺激 产生 明显 的 双 
相反 点 模式 ， 但 对 另 一 些 成 分 其 至 混 台 物 的 刺激 却 
无 双 相 反 点 ， 这 说 明 由 亮 触 组 织 形 式 所 造成 的 PN 


特性 在 村 无 论 是 电 刺 激 还 是 性 信息 素 刺 激 所 诱导 的 
反应 中 起 着 重要 作用 .目前 仍 个 了 解 4 segetum SR 
f MGC AORN. LN I PN ZZ [8] 85 2€ BAA 75 SX, 
Wc ARERR T o 

E e Boo R (Er ii ACA, 
ABE 70 SSB AR, [EE RE R Eo Py Fa fr E 
化 不 得 而 知 ， 本 文 结果 表明 ， 超 极 化 电流 注入 蛾 才 
的 神经 元 中 ， 会 降低 神经 元 频率 和 增强 神经 邢 寺 电 
刺激 反应 的 超 极 化 相 (图 4D, xx o TERES CH 
然 蜂 率 下 电 刺 激 引 起 神经 元 的 超 极 化 反应 变化 是 一 
致 的 ; 而 且 电 刺激 引起 神经 元 的 超 极 化 幅度 与 神经 
元 的 频率 有 相关 性 ， 超 航 化 时 间 也 与 神经 元 物 率 相 
关 《〈 图 5)， 这 似乎 表明 神经 元 的 反 心 能 尹 与 神经 
元 本 身 的 特 颖 有 关 .， 在 型 .sexrla HF like 
表明 ， 趋 极 化 电流 注 人 神经 元 中 会 抑制 PN 神经 元 
村 电 刺 激 反 应 模式 的 第 一 个 IPSP (CP 70.2 nA 的 
超 极 化 电流 就 可 以 使 IPSP 消失 )， 甚 至 使 之 翻转 ， 
这 与 在 A. segetum. ERIKA E SER SIR), SE ING 
种 蛾 子 的 MGC rP FEES UE AHHA 2 . 

综 上 所 述 ， 电 刺激 A. segetum WARR Meer. 3L 
察 MGC 神经 元 的 反应 ， 可 了 解 : 些 神经 所 的 电 生 
理 特性 ， 但 还 不 能 判断 在 MOC 中 对 电 刺 激 有 双 相 
反应 模式 的 神经 元 就 是 PN; 还 必须 结 台 形态 学 的 
研究 工作 ， 才 能 确定 MOC PEL. 
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Abstract: The PN response pattern evoked by electri- 
cal shock would be interdependent with morphological 
results and could be used as descriptor of neurons in 
some moths. In this study, intracellular recordings 
were performed and 34 neurons in MGC of Agrotis sege- 
tum were recorded; all those neurons responded to sex 
pheromone. 12 neurons just tested by sex pheromone . 
and 22 neurons both tested by sex pheromone and elec- 
trical stimulation. Electrical stimulation elicited similar 
response of neuron as blend. which was one kind of 
biphasic response pattern consisting of a depolarization 
phase and fullowed by a hyperpolarization phase. The 
depolarization phase stimulated by electrical shock was 
very short. but it was clearly present in this and all 
In all tested. neurons stimulated 


10 spikes followed 


other tested neurons. 


uem 


ah 


by electrical shock, there were 


322362, Sweden) 


the stimulus artifact and 10 — 80 ms burst duration in 
the depolarization phase. Se electrical stimulation 
elicited the frequency response of neuron as same as the 
pulsed response of neurun activated [y blend. Hyper 
polarization potential and followed inhibition duration 
became bigger and longer with hyperpolarizing current 
injection. This was different from the case in Manduca 
sexta , which the early inhibitory potential was reversed 
with only — 0.2 nA of injected current. Further analy- 
sis revealed that the frequency of neuron positively cor- 
relation with the hyperpolarization potential ( R 
0.667, P < 0.0001) and negatively correlation with 
inhibition duration (R= - 0.709, P «0.0001). Re- 


sults indicated descriptor of neurons in MGC with elec- 


trical stimulation in A.segetum should be proved by 


more experiments 、 
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sponse pattem 


